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DINAMICA DE CRECIMIENTO Y CARACTERIZACION DE
ALGUNOS HONGOS ECTOMICORRICICOS EN CULTIVO*

P. TORRES v M. HONRUBJA'

Departamento de Biologin Vegelal {Botdnica).
Facultad de Biologia. Universidad de Murcia.
30071, Murcia. Espana.

RESUMEN - Se deseriben las caracteristicas en cultivo de Sutllus eolfinitus (Fr.)
O.Kunlze, S. granutatus {L:Fr.) O.Nuntze, Rhizopugon roseofus (Corda) Th.M.Fr.,
R dnteolus Fr., Amanita muscaria (L.:Fr.) Hooker y Laerarius deliciosus L.:Fr., po-
lencialmente micorricicos con  Pings halepensis Miller. Los medios wiilizados son:
MMN, MMN(+ glucosa), PDA, Raper, Hagem y MEA 2%, Todos ellos conside-
rando un rango de pH entre 3.3 v 7.3. Se comentan los medios ¥ pH donde cada una
de las especies tratadas ha manifesiado un erecimiento mas Vigoroso.

RESUME - Description des caractéristiques culturales de Swillus collinitus (Fr.) O.
Runtze, S. gramelatus {L:Fr.) O. Kuntze, Rhaizapogon roseolus {Corda) Th. M. Fr.,
R. lutevlus Fr., Amanita muscaria {L:Fr.} Hooker et Lactarins deficiosus L.:Fr.,
mycorrhiziens potenticls de Praus halepensis Miller. Les milicux utilisés sont: MMN,
MMN( +glucose), PDA, Raper, Hagem ¢t MEA 2%. tous dans un éventail de pH
entre 5.5 et 7.5, Commentaires sur les milieux et les pH qui ont donné pour chaque
espice la croissance la plus vigourcusc.

INTRODUCCION

Uno de los principales requerimientos para afrontar (rabajos sobre
ectomicorrizas es disponer de buenas colecciones de cultive de los hongos
que forman tales asociaciones biotrofico-mutualistas.

El cultivo in virro de estos hongos, en su fase vegetativa, es realmente
sencillo. Sin ¢mbargo, para realizar inoculaciones miceliares sobre las plan-
tas objeto de estudio, se precisa disponer de una gran cantidad de indculo
(micelio), que ademas debe ser vigoroso en su crecimiento (Mikola, [973:
Trappe, 1977). Por consiguiente, resulta imprescindible optimizar ¢l cultivo
i1 vitro y tener un buen conocimiento de su comportamiento, en tales
condiciones, de aquellas especies fungicas con las que se pretende trabajar.

—_—

* Esle trabajo forma paric del proyecta de investigacion, n® A-12, contratado en el
3mb|}0 del Proyeclo LUCDEME entre ol ICONA del Ministerio de Agricultura
espanol v lu Universidad de Murcia.
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Esta experiencia se planteé como paso previo y basico para la
produccién a gran escala de inéculo miceliar, de hongos potencialmente
ectomicorricicos de Pinus halepensis Miller.

La eleccién de esta conifera como elemento base de trabajo se debe a
su importancia e interés en los programas de reforestacién yjo aforestacion
en las zonas xéricas del mediterraneo occidental.

Las 6 especies fungicas seleccionadas lo fueron por su potencialidad
micorricica con el elemento vascular utilizado, basandonos en la propia
experiencia y en los datos bibliograficos existentes. En este scntido cabe
resaltar la precariedad de informacion habida, referente a los hongos
constatados como micorricicos de pino carrasco.

Wahl (1954) describe la asociacion simbiotica entre Pinus halepensis y
Suillus gramdetus. Trappe (1962) recoge estos datos y cita Suiflus gramdatus
como anico simbionte de P. halepensis, mientras que a Rhizopogon rosecdus,
R. luteolus, Lactarius deliciosus v Amanita muscaria los refiere ligados a
diversas especies de pinos, pero no a esta en concreto. Respecio a Suitles
coltinitus, Wtima de las especies aqui tratadas, no se ha comprobado in vifro
su asociacion simbiotica con planta alguna, aunque, Chevalier & Detolle
(1984) describen la micorrizacién artificial (en macetas) de Swilfus collinitus
con Pinus halepensis.

El objetivo principal de nuestro trabajo fue conocer las respuestas de
crecimiento de los seis hongos mencionados, frente a una diversidad de
medios de cultivo. dentro de un rango de pH preestablecido, Esto nos
permitira decantarnos @ posteriori por uno de esos medios y pH, a fin de
obtener la mayor cantidad de indculo posible, en un espacio de tiermnpo
determinado. Tambien alcanzaremos a conocer la tasa de crecimiento
miceliar, lo que nos permite saber cual es el momento idéneo de
transferencia del micelio, para intentar sintetizar in vitre la micorriza de
cualguiera de estos hongos con plantulas de P. halepensis.

MATLERIAL Y METQDOS

Localidades de procedencia de las cepas flngicas

A continuacion se rclacionan las especies flngicas estudiadas,
localidades de origen, vegetacion actual de las zonas, fecha de recogida del
material, nimero de referencia del cultivo y numero del registro del material
testigo depositado en el herbario MUB de la Universidad de Murcia.

Lacalidad UM Vegetacitn actual NY registro
Herharie MUB

Suilfus collimitug El Valle (Murcia} KO eAT | Pinus halepensis M 302
Nultus pranufans Riopar {Allacete) WEH 4959 | Pinus pirisier WL 306
Rhizopogon roseofus El ¥alle {Murcia) XG 0497 | Pimes halepensis Ml 504
Rhizapagnn huealus Rinpar (Albacete) WL JR55 | Pirier migra WA 305
Amanita muscaria Ricpar {Albacele) W 3959 | Prrus piaasier ML 509
Lacrarius deficions Riapar (Alhacete) Wil 4939 | Pinus pinaster M1 508

Sourece - IANMHMN Paris
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Aslamientos

Se realizaron a partir de esporocarpos jovenes. En el caso de hongos
agaricoldeos se utilizaron tejidos préximos al subhimenio. mientras que de
los hipogeos se obtuvieron tejidos de la parte central de la gleba,

Los trozos de tejido extraidos se sembraron inicialmente en MMN
inclinado y fueron incubadoes en condiciones de laboratorio. El micelio
formado se transfirié a placas con ¢l mismo medio. Despues de cuatro
semanas de incubacion, los micelios resultantes se repicaron definitivamente
a nuevas placas con los medios ensayados.

Medios de cultivo ensayados y rango de pH

Hagem: Modess (1941), Raper: Raper & Raper (1972), MMN: Marx
(1969), PDA: Lacy & Bridgmon (1962), MMN {modificado:  +10g. de
glucosa), MEA 2%,

Cada uno de los medios se prepard a cinco pH diferentes { 3.5; 6.0; 6.5;
7.0y 7.3}, ajustado con CIH y NaOH.

Diseno de la experiencia

Para cada uno de los medios v correspondientes pH se dispusieron
sendas colecciones de placas, de 10 réplicas cada una.

Una vez sembrados los micelios, la mitad de las placas de cada
coleccidn fue sometida a un choque térmico de 4°C durante 24 horas,

Posteriormente, todas las placas se incubaran a 24°C, durante 60 dias.

Periodicamente se estudiaron las caracleristicas culturales (descripeion
de la colonia, velocidad de crecimiento, etc) de cada una de las colecciones
de placas, conforme a la terminologia indicada por Chu-Chou & Grace
{(1984),

RESULTADOS Y NSCUSION

Caractéres de cultivo

En la Tabla [ se recogen las caracteristicas culturales de las 6 especies
fungicas estudiadas.

Los dos Suillus responden a patrones culturales similares. Sus micelios
presentan coloraciones parecidas.  Suelen producir cordones miceliares,
epecialmente en medios ricos en azicarcs (MMN + glucesa v PDAY; si
bien Suillus collinitus desarrolla esie tipo de estructura en la casi totalidad de
los medios, salvo en Raper y MEA 2%.

L} méximo crecimiento de S, ceflinitus, a los 60 dias de incubacion
(8.5cm) ocurrio en medio PDA (Fig.1E), medio no excesivamente utilizado
Para hongos ectotréficos. Este hecho se ha repetido en alguno de los otros
¢inco hongos estudiados.

Source - MMNHN, Paris
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Tabla [.- Caracteristicas generales de los hongos estudiados, en relacion con los medios de cultiva utilizados, A: Amanita muscarie;
B Lactarius deliciosus, C: Rhizapogon luteolus, Dt Rhizopugon roscolus; E: Suiflus collinitus; F: Suifhus granidatus.
Tableav I - Caractéristiques générales des champignons étudics, en relation avee les milicux de culture utilises.
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Por su parle, § gramfatus  alcanzd  maximo  crecimiento  en
MMN( + glucosa), Hagem vy PDA (Fig.1F), siendo MMN el medio donde ¢l
tamano de la celonia fué minimo (4 cm).

Las caracteristicas culturales de los dos hipogeos estudiados son
parccidas & las de los Swiflus, no en valde se trata de géneros
filogenéticamente proximos {Singer, 1986). Sus micelios son de color pardo,
con tonalidades rojizas, amarillentas, etc., en funcién del medio donde se les
hizo crecer. La formacién de cordones miceliares estuvo restringida a
Rhizapogon hiteolus cullivado en MMN( + glucosa).

[~ S T R -

2 un cheque tarmico
Bl com choqua larmicn

Fig. 1.- Maximo didmetro de las colonias en cada medio de cultivo. A: Amanita
riuscaria, B: Lactarius deliciosus; C: Rhizopogon luteolus; D: Rhizopogon
roseolus; B: Suiltus colfinitus; ¥, Suiflus granulatus.

Fig. 1 - Diamétre maximal des colonies dans chague milieu de culture.

Souwrce | MMHMN Paris
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HONGOS ECTOMICORRICICOS EN CULTIVO 189

La respuesta de crecimiento frente a los distintos medios de cultivo ha
sido en general inferior para los dos Rhizopogon, que para los boleticeos
epigeos.

R. roseolus alcanzé su maximo crecimiento {7.2cm} en MMN
{ + glucosa) (Fig.1D). mientras que R. fteoius (Fig. 1C) lo hizo en PDA
(7.5cm). ElI desarrollo que alcanzaron las colonias de ambos hipogeos en
MMN fué muy bajo, con 50cm v 3.2cm para R. roseclus y R. futeolus
respectivamente.

Amanita  muscaria  presentd  un  crecimiente  maximo  bastante
homogéneo en tedos los medios utilizados (Tabla IE), con un ligero
incremento en Hagem respecto de los demds, si bien poco significativo. El
mayor diametro de la colonia fué el alcanzado en MEA 2% (7.2cm) (Fig.
1A).

Los resultados obtenidos con Lacrarius deliciosus no dejan de ser
intercsantes, sobre todo por la disparidad de los mismos. El micelio resultd
denso o muy denso en Raper y PDA respectivamente. La variabilidad de
coloraciones fue muy evidente, dependiendo del medic de cultivo. Solo en
Hagem aparecieron los tintes verdosos, tipicos de los carpdforos vetustos,
mantpulados o rasgados. El maximo lamaiio de la colonia se obtuvo en
MEA 2% (Fig.IB). donde en salo 20 dias de cultivo se alcanzaron los 8.5¢m
de diametro. Ahora bien, este micelio era superficial y poco vigoroso.

Respuesta de crecimienlo frente a pH y medios de cultivo

En general no parece existir una correlacion entre pH v crecimiento de
cualquiera de los henges estudiades, sin embargo el medio de cultivo
influye claramente tanto en la velocidad de crecimiento como en las
caracteristicas de los micelios obtenidos (Tabla IT).

En la Tabla 11 se aprecian fuertes oscilaciones en el crecimiento
miceliar de . collinitus respecto de los seis medios ensayados, a medida que
aumenta el pH. En PDA se alcanzd el maximo desarrollo de la colonia a
PH 7.5. Pero esto no es significativo va que en el resto de medios, los
micelios alcanzaron su mayor didgmetro a pH neutro o ligeramente acido.

En S. granulatus solo en medio Hagem se aprecia una cierta correlacion
entre incremento de pH y diametro de la colonia. El mayor desarrollo de
los micelios se obtuvo en MMN (+ glucosa), PDA y Hagem, a pH 5.5, 65 y
7.5 respectivamente. En MMN el crecimiento (ué lento y el maximo tamanio
alcanzado por la colonia no superé 3.8cm a los 60 dias de cultivo .

Los dos hipogeos tampoco ofrecieron una clara correlacién entre su
crecimiento y el aumento de pH en los diferentes medios. Solo en Hagem y
MMN { + glucosa) parace existir una respuesta lineal para ambos hongos. R.
roseolus alcanzd su mayor desarrollo @ pH 7.5 en MMN ( + glucosa) y PDA.
Por su parte, el mayor diametro de las colonias de R. luteplus fué el
obtenido en PDA, a pll 6.5.

A. muscaria tuvo un comportamiento muy diferente e¢n cada uno de
los medios ensayados frente al incremento del pH. Las tasas de crecimiento

Source - MAMNHN, Pars
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Tiempa | Hagem MEA 2% MMN
tgas) [pH[ 55 & 65 7 75| 55 & 6.5 7 ¥5| 55 & 6.5 7 7.5
© 1 d5 o 05 1 3 o 0 [ [ o ] [ [ [ 0
: 12 11 65 12 15 15| 1% 05 0 o8 o3| 12 13 1.2 1 1.7
3 20 15 08 2 20|28 12z 18 2 06| 148 2 1.6 19 27
gl 27 12 25 3 343w @ 26 23 1527 24 24 2,8
s| 36 22 1 3 24 44| &5 42 35 32 273131 a3z 28 4 a
S| 48 22 2 3 2,4 44 7 54 53 46 35| 31 34 4 LE:] 5
E| 58 25 EB 38 4B B 71 85 S4 47 38|32 41° 4 5 5.2
60 3.6 4 4 5 |72 55 54 5 42|32 41 4 5 5.2
- 3 @ B 03 & o ~ o o ~ _ _ 0 0 B
1 12 65 05 07 09 09 _ 0,8 0.7 1.3 _ B i 0 _
8| 20 1 os tz 16 18| _ om vz _ 22| _  _ o o
g a7 24 16 316 25 25 _ 08 25 _ 4.5 B B 1 a,7 B
=| 36 2,5 235 1,7 13 3 _ 08 44 _ 85| _ _ 1.6 0.8 B
gl 48 25 25 27 3,5 35| _ 08 55 _ 75 | . _ 2 0.8 B
T{ 56 25 3,2 1,2 35 35| _ 068 54 _ 85| _ _ 22 08 _
31 se 25 32 32 35 35 08 64 a5 3z
9 [ _ 0,6 [i] 0.7 1 a4 0.3 5] o [ _ o [1] o
| 12 _ 0B 12 15 2 25 13 04 08 05 _ 06 05 05 0.5
2] 20 a2 27 3 |35 3 1 16 13| _ 14 1,2 1.2 12
g 27 B 16 32 41 45 4 44 28 31 32 _ 1 26 19 1.9
&| 28 _ 38 5 4 64 | a5 48 35 351 a _ 2 a 24 2.5
§L 48 _ a8 5 & 6.4 | 45 48 35 32 1 _ 2.1 k] 24 25
2 L1 _ 48 58 3 B4 [ ] 52 41 24 33 _ 24 30 27 27
= =1 5,5 B 6 5.5 5 5,4 4,8 u 1,9 2,6 31 a 3,2
“ & 0 [ o 1 0 o o088 ©& O [} _ _ o o 0
2 12 0 o 1 d 0 05 18 1.5 O 2 . B 1 ] o
£l 20 1 2 o b5 | 1.3 28 2 1,2 22| _ R 1.8 06 08
z 27 25 32 1 15 | 3.2 43 235 1 2.5 _ B x5 22 2
2| 36 i 34 4 4 19|35 1 4 a3 3 _ : 3.4 3 25
§ 48 1,4 a4 4 4 27| 35 5 a 4.6 3 B B 4 3.4 25
= | se 34 34 4 4 3 | 3,7 s2 41 as 32| _ _ $ I8 4.4
£ ] BO 3.4 34 4 4 3 1 52 44 1 3.2 5 4 4,5
5 o8 D5 05 0.4 1 0 Q== O [ o 0 0 0 o 0
» 12 1 1 1 0.8 2 1.8 1 17 14 18 1 21 17 16 13
Tl 20 25 2 22 z 3 28 28 27 24 15 1 38 133 32 1.8
s 27 28 25 &9 3 95| 35 32 36 31 2§ |38 58 48 52 24
ol 36 3.5 45 45 4 4 | 398 35 45 42 32| 46 68 54 B 3
2 48 3.5 5 56 5 § 9,4 3% 5% 47 36| 4¥ FE 55 £,1 32
Al se 5 5 & 55 4,5 |43 4,2 57 4,9 39,8| 47 F7 &S &1 32
€D 35 5 [ g6 45 |43 42 57 49 3B S 2 55 6.1 [
- 3 FEEE 07 04 02| a o4 03 02 40 _ 0 o [ [
s 12 2 z4 2 15 12|07 16 1.3 05 08 _ 1 65 04 07
2 20 4 4.5 5 5 5 16 24 24 1.4 1,2 _ 1.5 1,3 1.2 Z
gl 27 4 & 85 7 7 27 36 335 286 24| _ 23 2 24 25
» 38 4 &5 7 7 7 33 36 44 36 31 _ 3.2 3 24 2.8
= 48 4,2 7 7,5 76 76 | 328 4 45 44 3,7 _ 16 35 2.8 28
A 58 42 7 75 8,5 85|36 44 48 4,6 37 ~ 38 a7 33 315
80 .2 7 76 B5 85| 4 4.5 5 a6 37 4 1 3,6 4,8
Tabla Il.- Didmetro de las colonias {cm} a lo largo de &0 dias en cultivo. (-}

Ausencia de datos, (Negrita): Tamaio maximo alcanzade por la colonia.

de esle hongo fueron bastantes similares, independientemente del pH
cansiderado.

En L. deliciosus lo mas destacable fué su limitado crecimiento en
cualquiera de los seis medios ensayados. Su respuesta frente al pH resulio
totalmente aleatoria. El mayor diametro de las colonias se obtuve en MEA
2%.

En cuanio al tratamiento frio al cual se sometieran la mitad de las
placas sembradas, no se observd ninguna diferencia significativa en el
crecimiento de los micelios para cualquicra de las especies cultivadas {Fig.1)

Source - MMNHN. Patis
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résulial, (gras): valeur maximale obtenue pour la colanie.

BIBLICGRAFIA

Tiempo | W (+G) FDA Aaper
(dias) [pH| 56 & 65 7 _*S4 685 & 68 F 75|55 6 65 7 785
5 © T o023 0 06|03 0 o a v |05 04 04 04 0.2
12 ) [t} Q.6 0.5 1 1.5 1 0.7 0.& 0.8 1,2 1 0.6 0.6 &.3
20 04 08 04 1,5 21|24 18 18 13 13|17 13 08 1 08
27 1 16 1,5 23 28|88 24 27 2 2 |34 2 12 14 1
2§ 17 24 2 13 38|43 a3 52 4 4 |34 3 16 2z 2
48 77 24 2 33 38 8 5 6 4 58|44 45 2 22 18
5& 2.4 3,2 2 a3 3.5 L] 5,6 -] 4 £.4 & 5 2 4 1.4
80 24 32 25 48 6 6 &6 & 43 €6, & E 2,3 4 2
3 _ _ ) [ [ [ [ o o [ - _ B P
12 _ _ ] 0.5 1 4] Q o i} ] _ _ _ 1 1,5
20 B B 0 1 1,5 1 1,2 o 0.5 0.4 _ _ _ 15
27 C _ o8 15 2 |22 24 18 22 12] _ _ _ 2z 2a
36 _ _ t2 2 26| 3& 4 35 335 a2 _ _ _ 3 36
48 - _ t8 oy Bz 48 a8 4 44 | _ _ 48 46
56 _ B t®8 27 37| 54 52 &4 45 [ R N 45 5.5
60 2,2 28 35|55 52 44 5 5 5 55
] [ | 4.6 ] [+ a 0.3 L X:] 0B 1 . 2 1.3 o.8 o7 a.3
12 07 12 15 2 2 |+8 =z2 =24 28 _ |35 23 12 1+ 07
20 a 2.6 El 2.5 4 .4 3.8 4 4.5 _ 3 1.5 2 2.5 1.7
27 kR ] a8 3.5 4,5 5 5.5 5.3 B.4 6.2 _ 6 4.5 3, 4.1 3.5
16 43 47 53 58 6 |[F4 W F5 7 _ T 62 51 55 51
48 45 47 53 5B & |64 & 5 7 ~ 7 r 7 T 63
56 45 47 53 S8 6 7 64 875 7 7 7 7 7
60 45 47 53 58 & 7 64__8 75 7 7 ? 7 7
6 68 ® 0 ~ ] - _ _ 0 [} [ [ - B
12 15 0 @ _ o | _ . - _ o8| o o o - .
20 24 08 26 _ o _ N 0 Z az2f oo o v - B
27 35 25 a8 _ o . _ _ _ a |17 o 0 ~ )
36 44 a2 a7 _ 28| _ _ - - § |as 15 o0 ~ B
18 44 a7 B -3 - - . 54|33 28 08 _ B
56 44 47 S§3  _ T2 _ _ . _ 58|55 & 28 _ _
60 i__ 47 & 7.2 55|55 4 238
3 07 0 04 0 o 0 u a ] 0 | 06 08 1 0.3 04
2 24 17 0% 04 12|06 @ 08 05 13|1E 13 2 08 12
20 3 2.7 1.3 0.8 2.2 1.5 2.2 2.5 1.5 36 2.4 2 3.3 1.8 1.8
27 36 38 21 1.6 31|42 237 55 45 58|33 24 48 25 27
36 4 44 26 38 &1 & 48 7.5 6.4 7 5 3,2 59 34 A8
48 [ ] a5.5 Az 5.8 5 6.9 5.6 | 7.5 8 1 4.4 6.3 4.8 5
58 5 &5 47 €% 5 |73 &1 85 81 65|64 48 68 49 56
60 5 &5 47 &5 & |73 et 85 83 85|65 & 68 & 5
] 16 19 2t 1 18] 0 o 0 o o ) T 06 1 685
12 ?6 3 a5 16 26|08 0 L] o 0 |23 2B 14 16
20 44 37 4 25 4425 @ 33 32 28|35 38 15 22 1.2
27 62 48 5 34 52|62 24 55 86 66|43 47 25 3 18
36 73 64 66 45 T3] 7 74 TFA4 TE& 76|56 & a6 48 1
48 5 73 76 64 8,4| 7 T4 74 76 76|67 72 45 8 4
56 5 8,3 85 75 #4¢ |72 76 74 65 85| 7T 7.5 6.5 7.5 6.5
ED a5 8.3 8.5 7.5 B4 7.2 7.E 7.4 -N) 8.5 7 75 E.5 7.5 B3
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